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Ⅰ. 要約 
 
【背景と目的】  
心不全は依然として予後不良の疾患で、更なる治療標的の解明が望まれている。
心臓への圧負荷は長期的に左心不全、右心不全の主な原因となる。心臓の両心室は構
造幾何学的に異なって、右心室（右室）は左心室（左室）より圧負荷に脆弱であるが、
これまで両心室の圧負荷に対する分子学的応答を比較検討した研究はほとんどない。
両心室の圧負荷応答を比較することで、それぞれの圧負荷誘発の心不全の分子標的を
見出すことに加えて、右室の圧負荷脆弱性に連結する分子標的を見出す可能性がある。 
近年の研究で心不全の病態における Rho-kinase の重要な関与が示唆されている
が、心臓圧負荷の病態での心筋 Rho-kinaseの直接の役割は完全には解明されていない。
特に右室におけるその役割は全く不明である。そこで本研究は、左室と右室の圧負荷
への分子学的応答を比較することで、Rho-kinaseが右室の圧負荷脆弱性に関連するか、
また心筋 Rho-kinaseがそれぞれの心不全の直接の治療標的となり得るかを調査した。 
【方法と結果】  
野生型マウスに対して、左室圧負荷として横行大動脈縮窄（TAC：Transverse aortic 
constriction）、右室圧負荷として肺動脈縮窄（PAC：Pulmonary artery constriction）の 2
つの類似の手術モデルを実施した。術後 24時間の急性期生存解析で、PAC は TAC よ
りも有意に死亡率が高かった。術後 24 時間のジヒドロエチジウム（DHE：
Dihydroethidium）染色による酸化ストレスの評価では、TAC 後の左室及び PAC 後の
右室で酸化ストレスの誘導があり、特に PAC後の右室でより誘導が強かった。また、
術後 24 時間の両心室におけるメッセンジャーRNA（mRNA）レベルでの遺伝子発現
の解析では、酸化ストレス関連遺伝子と Rho-kinase関連遺伝子において、有意な発現
上昇がみられた。Rho-kinase のアイソフォームの ROCK1 と ROCK2 の発現と局在の
免疫染色による経時的解析では、TAC 後 7 日に左室冠動脈周囲で ROCK1 と ROCK2
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が緩徐に、PAC 後 1 日に右室心内膜側で ROCK2 が急速に発現し、異なる形で心臓
Rho-kinaseが誘導されることがわかった。更に、心筋特異的 Rho-kinaseドミナントネ
ガティブマウス（DN-RhoK）を作成して、TACとPAに対する反応を対照マウス（Control）
と比較することで、心筋での Rho-kinaseの抑制がそれぞれの圧負荷から直接に心臓保
護作用を有するかを検討した。術後4週の心臓超音波検査と心臓カテーテル検査では、
TAC は左心機能不全を、PAC は右心機能不全をそれぞれ誘導したが、Control マウス
に比較して DN-RhoK マウスで、心不全の各指標はいずれも有意に抑制された。また
術後 4 週の組織学的分析において、TAC 後の左室と PAC 後の右室で心筋肥大、間質
線維形成が確認されたが、各指標は Control マウスに比較して DN-RhoK マウスのおい
て有意に抑制された。更に、分子学的解析により、TAC 後の左室と PAC 後の右室に
おいて Rho-kinaseの活性化と共に、核内の ERK1/2と GATA4が有意に活性化したが、
いずれの活性も DN-RhoK で有意に抑制されることがわかった。最終的に術後 4 週の
慢性期生存解析により、TAC と PAC のいずれも Control マウスに比較して DN-RhoK
マウスで有意に改善することがわかった。 
【結論】 
TAC と PAC による急性期応答では Rho-kinaseのアイソフォームの発現で相違が
みられた。特に PAC 後早期の ROCK2 発現上昇は右室の圧負荷脆弱性に関連する可能
性がある。一方、慢性期応答は類似して、圧負荷誘発の左心不全、右心不全いずれの
病態においても心筋 Rho-kinaseが重要な役割を果たし、独自の治療標的となり得るこ
とが示唆された。 
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Ⅱ. 略語一覧 
 
ALB: albumin 
ALT: alanine aminotransferase 
ANF: atrial natriuretic factor 
AST: aspartate aminotransferase 
BNP: B-type natriuretic peptide 
cDNA: complementary deoxyribonucleic acid 
CPI: C-kinase potentiated protein phosphatase inhibitor 
CTGF: connective tissue growth factor  
DHE: dihydroethidium 
DNA: deoxyribonucleic acid 
DN-RhoK: dominant-negative Rho-kinase 
ERK1/2: extracellular signal-regulated kinase1/2 
ERM: ezrin/radixin/moesin 
GAP: GTPase-activating protein 
GDI: guanine nucleotide dissociation inhibitor 
GDP: guanosine diphosphate 
GEF: guanine nucleotide exchange factor 
GTP: guanosine triphosphate 
HE: hematoxylin eosin 
IL-1β: interleukin-1β 
IL-6: interleukin-6 
IP3: inositol trisphosphate 
LV: left ventricle 
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MAPK: mitogen-activated protein kinase 
MCP-1: monocyte chemotactic protein 1 
MLC: myosin light chain 
MLCK: myosin light chain kinase 
MLCP: myosin light chain phosphatase 
mRNA: messenger RNA 
MT: masson's trichrome 
MYPT-1: myosin phosphatase, target subunit 1 
PAC: pulmonary artery constriction 
PAI-1: plasminogen activator inhibitor 1 
PLC: phospholipase C 
p-MBS: phosphorylated myosin-binding subunit 
post-capillary PH: post-capillary pulmonary hypertension 
PTEN: phosphatase and tensin homolog on chromosome ten 
PVDF: polyvinylidene fluoride 
ROCK1/2: Rho-kinase1/2 
RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction  
RV: right ventricle 
RVFS: right ventricular fractional shortening  
RVIDd: right ventricular internal diameter in diastole  
TAC: Ttransverse aortic constriction  
T-bil: total bilirubin 
t-MBS: total myosin-binding subunit 
TNF-α: tumor necrosis factor-α 
α-MHC: α-myosin heavy chain 
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Ⅲ. 研究背景 
 
Ⅲ‐1．心不全 
心不全は心臓ポンプ機能が低下し、末梢主要臓器の酸素需要量に見合う血液量を
絶対的または相対的に拍出できない状態であり、肺、体静脈系または両系にうっ血を
来たし日常生活に障害を生じた病態である。1)  心不全の病態により労作時呼吸困難、
息切れ、尿量減少、四肢の浮腫、肝腫大などの症状の出現により生活の質が低下して、
日常生活が著しく障害される。心不全は全ての心疾患の終末的な病態で、その生命予
後は、近年の医療の進歩にかかわらず、依然として不良である。心不全の原因として
は、冠動脈疾患、心臓弁膜症、肺高血圧症、先天異常、不整脈、心筋症、感染症など
がある（図 1）。心不全の原因が右心系に起因するものを右心不全、左心系に起因する
ものを左心不全という。 
  
Ⅲ‐2．圧負荷 
心臓への圧負荷は、高血圧症や大動脈弁狭窄症などに起因する左心系圧負荷と、
肺高血圧症や肺動脈弁狭窄症などに起因する右心系圧負荷がある。両心室は構造幾何
学的に異なり 2,3)、右心室（右室）は左心室（左室）よりも低圧系で壁厚が薄いこと
が知られる（図 2）。そのため、左室に比較して右室は圧負荷に弱いことが知られる。
種々の原因により心臓へ圧負荷が及ぼされると、その代償性応答として心筋細胞肥大
（心肥大）が引き起こされ 4,5)、長期的には右心不全、左心不全のそれぞれを引き起
こす。6,7) 特に右心系圧負荷を引き起こす難治性疾患の肺高血圧症は、疾患自体に対
して根治治療法がなく、右心不全がその主な死因となっている。8,9) しかし右心不全
もまた選択的な治療法がほとんどない。右室に対する圧負荷の分子応答を理解するこ
とは非常に重要であるが、これまであまり実施されなかった。また、両心室の圧負荷
の分子応答に関して、これまで同一モデルで検討されたことはほとんどなく、右心不
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全と左心不全の病態の相同性・相違性に関する相互理解に関しても十分とは言えない
状況である。圧負荷の病態は、様々な細胞内シグナリングの調節が関与して 10)、壁ス
トレス増大による酸素消費量増加や、微小循環障害などによる心筋虚血によって心筋
障害を促進させる。そのため、圧負荷の適正な管理と同時に、心不全を促進させる細
胞内シグナリングを理解して、その的確な標的を介した治療を行うことは非常に重要
である。 
 
Ⅲ‐3．Rho-kinase 
Rho-kinase は、低分子量 GTP 結合蛋白質 Rho の標的蛋白質として同定された細
胞内セリン/スレオニンリン酸化酵素であり、RhoA の下流の重要なエフェクター分子
である。Rho-kinaseは N 末端側から kinase-domain、coiled-coil domain、PH domain か
ら成り、coiled-coil domain の C 末端側に Rho 結合 domainが存在する構造を有する。
Rho-kinaseは主として細胞質に局在し、体内に広く発現している。これまでの研究に
より、Rho-kinaseが、各種細胞の形態制御、遊走、増殖といった基本的生理機能を制
御する他、種々の疾患関連遺伝子の発現制御に関与していることが証明されている
（図 3）。11) また Rho-kinase には ROCK1 と ROCK2 の 2 つのアイソフォームがそれ
ぞれ存在する（図 4）。ROCK1 と ROCK2は高い相同性を有し、全体として 65％の同
一性があり、特に kinase-domain においては 92％の同一性がある。近年の遺伝学的研
究により、2 つのアイソフォーム間で役割の相違が指摘されているが、完全には解明
されてはいない。  
 
Ⅲ‐4．Rho-kinaseと心不全 
近年の研究により、Rho-kinaseが心不全を含む種々の心血管病の成因に重要な役
割を有することが示されている（図 5）。12-16)  Rho-kinaseと心不全の関連については、
ヒトで慢性左心不全患者において末梢白血球中の Rho-kinase活性、並びに ROCK1や
ROCK2 の蛋白発現レベルが上昇していることが最近報告された。17) また、各種動
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物実験の心不全モデルでは Rho-kinase 阻害薬による改善効果が報告されている。
13,18-21) 一方、圧負荷に関連する動物実験の研究の結果として、左心不全への効果が
複数報告されるが、右心不全に関するものはほとんどない。右心不全に関する言及し
た唯一の報告が Abeらによるものであるが、この研究では重症肺高血圧症ラットモデ
ルにて Rho-kinase 阻害薬により二次性の右心不全が改善することが報告された。13) 
しかしAbeらの研究ではRho-kinase阻害薬により肺循環への改善効果が得られる結果
であったことを考慮すると右室に直接の効果があったかは不明であった。更に、近年
の ROCK1 と ROCK2 に関する遺伝学的研究により、圧負荷誘発の左心不全の病態で
ROCK1が線維形成の、ROCK2が心肥大の機序に、それぞれが異なる重要な役割があ
ることが報告されている。22,23)  このように心臓、特に左室における Rho-kinaseの重
要な役割が示唆される一方で、右室におけるその役割は不明なままである。 
 
Ⅲ‐5．Rho-kinaseと酸化ストレス 
  酸化ストレスは、活性酸素種の過剰産生によって引き起こされる生体への有害作
用・状態のことであり 24,25)、酸化ストレスによって DNA や蛋白質など重要な生体構
成成分を酸化させることで細胞機能に障害がもたらされる。酸化ストレスは、圧負荷
を含む様々な細胞外刺激によって誘導されることが知られる。26-29)  近年の研究では、
心血管病の危険因子である高血圧，高脂血症，糖尿病，喫煙などがいずれも酸化スト
レスを増大させることが明らかになっている。更に、我々のグループは以前の研究に
て、心筋梗塞マウスモデルとダール食塩感受性高血圧ラットモデルの 2 つの心不全モ
デルにおいて Rho-kinase シグナルが酸化ストレスと重要に関与することを報告した
（図 6）。21,30) しかし、それぞれの圧負荷の病態、特に右室圧負荷の病態における
Rho-kinaseと酸化ストレスの誘導の詳細な関連は明らかにはなっていない。 
 
Ⅲ‐6．Rho-kinaseと炎症 
近年、心不全の病態で IL-1β（interleukin-1β、インターロイキン 1β）や TNF-α 
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（tumor necrosis factor-α、腫瘍壊死因子 α）などの炎症性サイトカインが上昇すること
が知られ、炎症反応が心不全の病態形成に重要に寄与すると考えられている。
Rho-kinase の発現はアンギオテンシンⅡや IL-1β などの炎症性刺激により促進される
一方で、Rho-kinaseもまた、炎症刺激作用を有することが知られている。11) 炎症細胞
で Rho-kinase、特に ROCK1 の発現亢進があることも示されている。しかし、心不全
の病態での炎症に関して Rho-kinaseの関与は示唆されるが、炎症を誘導する因子やそ
の詳細な機序に関しては完全には解明されていない。 
 
Ⅲ‐7．Rho-kinaseと ERK1/2・GATA4 
MAPK（Mitogen-activated Protein Kinase）はセリン/スレオニンキナーゼの一つで
あり、酸化ストレスをはじめとした種々の刺激を受けて活性化される。10) MAPK は
幅広い細胞に発現して、細胞機能において重要な役割を果たす。ERK1/2（extracellular 
signal-regulated kinase1/2）はMAPKファミリーの中で最初に同定されたもので、古典
的MAPKとも称される。ERK1/2 は圧負荷誘発の肥大反応において活性化されること
が知られる。31,32) 通常 ERK1/2 は細胞質に優位に存在するが、活性化されることによ
り核内へ移行して転写因子と相互作用することにより転写調節に関与する。 
GATAファミリーは様々な細胞の分化・成長・生存に関する核内転写因子である。
GATA4は心筋細胞の発生で最も早く発現する転写因子の一つである。また GATA4 は
圧負荷応答を含む様々な刺激により活性化されることで様々な心肥大を含む疾患関
連遺伝子の発現調節を行う。33-35) GATA4の活性化には ERK1/2 が関与することが知
られる。36)  最近では活性化 ERK1/2 の核内移行に Rho-kinase が重要に関与し、更に
は GATA4 の活性化が誘導されることが平滑筋細胞を用いた細胞実験で報告された
（図 7）。37-39) しかし、生体内での圧負荷心肥大応答における Rho-kinaseと ERK1/2・
GATA4の関連は完全には解明されていない。 
 
Ⅲ‐8．オートファジー 
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オートファジーは、細胞機能を維持するための細胞内不要代謝物の主要分解機構
である。オートファジーは隔離膜の形成に始まり、細胞質などを包み込みながら伸長
する。更に膜が閉じて、オートファゴソームを形成しリソソームが融合することで分
解が進む（図 8）。40) LC3 は、オートファゴソーム膜に結合する分子として、また
p62/SQSTM1はLC3に直接結合して、選択的に分解される分子として注目されている。
最近では、オートファジーがヒト心不全の心筋においても観察されることが報告され
ている。41) 近年の研究により、圧負荷刺激を含んだ酸化ストレス産生がオートファ
ジーを惹起させることが報告された。29,42) また、オートファジー関連構成成分の過
剰により間接的に、抗酸化蛋白質群の遺伝子発現が誘導され、オートファジーが酸化
ストレスからの自己防御機構であることが解明されている。43) 更にはオートファジ
ー必須分子である Atg5 欠損マウスの実験では、オートファジーが心保護作用を有す
るとの報告もある。44) オートファジーは心不全の病態で酸化ストレスに関連して重
要に関わることが示唆されているが、Rho-kinaseとの関連は明らかにはされていない。 
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Ⅳ. 研究目的 
 
本研究の目的は、両心室の圧負荷応答における心臓での Rho-kinase の役割を明ら
かにすることである。特に、両心室の圧負荷応答の比較することで Rho-kinaseが右室
の圧負荷脆弱性に関連するか、また心筋 Rho-kinaseがそれぞれの心不全、特に右心不
全の直接の治療標的となるかを検討する。 
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Ⅴ. 研究方法 
 
Ⅴ‐1．マウス 
全ての動物実験に関して東北大学の動物施設内倫理委員会の承認を得た。野生型
（C57Bl/6J）マウスは、日本クレア株式会社から購入した。遺伝子改変マウスは心筋
細胞に特異的に Rho-kinaseが抑制される、心筋特異的 Rho-kinaseドミナントネガティ
ブマウス（DN-RhoK：dominant-negative Rho-kinase）を作成し、使用した。ドミナン
トネガティブとは、活性化体に比較して不活性化体が多く発現することで活性化体が
抑制され、その機能・活性が抑制される表現型である。本マウスに用いた Rho-kinase
ドミナントネガティブ変異体は Kobayashi らが以前に作成したもので、RB domainの
アスパラギン-1027 とリジン-1028 をチロシンに変更した RB/PH（TT）タイプの変異
体であり、表現型として Rho-kinase の機能・活性が約 25-30％抑制されることが先行
研究で報告されている。45) DN-RhoKマウスの具体的作成方法であるが、図 9に示す
ように心筋特異的なプロモーターとして α-MHC（myosin heavy chain：ミオシン重鎖）
にて Creリコンビナーゼを発現したマウス（Jackson No 009074）と Rho-kinaseドミナ
ントネガティブ変異体を有する floxマウス（CAT-Rho-K DN, BRC No 01294）を交配
することで、Cre-loxp システムにより作成した。ジェノタイピングは、マウステール
より抽出した DNA を鋳型にした PCR 法によって確認した。DNA 精製は核酸自動精
製システム Maxwell® 16（Promega, Madison, WI, USA）を用いて行った。PCR 酵素は
MightyAmp
®
 DNA Polymerase Ver.2（TAKARA）を用いた。Creのジェノタイピングプ
ライマー配列は、forward primer：GTTCGCAAGAACCTGATGGACA、reverse primer：
CTAGAGCCTGTTTTGCACGTTC、CAT-Rho-K DN のジェノタイピングプライマー配
列 は 、 forward primer ： ACTCATCTCAGAAGAGGATCTG 、 reverse primer ：
TTCATTCAGTTCTTTCTGATATTTGを用いた。実験には 9から 12週齢の体重が近い、
雄マウスを使用した。Cre遺伝子を有さず CAT-Rho-K DN遺伝子を有する同腹の週齢
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および性別が適合したマウスを対照マウス（Control）として使用した。すべての実験
に用いたマウスは C57Bl/6J マウスに対し 6世代以上の戻し交配を実施した。 
 
Ⅴ‐2．心臓圧負荷モデル 
マウスに対して、横行大動脈縮窄（TAC：Transverse aortic constriction）による左
室圧負荷および肺動脈縮窄（PAC：Pulmonary artery constriction）による右室圧負荷の
両モデルを作成した（図 10）。マウス TAC モデルは、高血圧症や大動脈弁狭窄症など
に起因する高血圧性心筋症の病態に類似した重症の左室に圧負荷を誘発するモデル
として近年非常に広く用いられている。TAC は術後 1～2 週で左心肥大と間質線維形
成を、術後 3～4 週以降で左心不全を引き起こし、最終的に左心不全死に帰着するこ
とが知られている。46,47) 一方、マウス PAC モデルは TAC に比べてこれまでほとん
ど実施されていない、肺動脈弁狭窄症に類似した右室に圧負荷を誘発するモデルであ
る。マウス PAC モデルもまた右室で心肥大と線維形成応答を引き起こし、右心不全
死に帰着することが最近示されている。29,48) 両モデルの具体的作成方法としては、
マウスを 1.0-1.5％のイソフルランで麻酔維持し、22 ゲージのアンギオキャスで挿管
した後に、人工呼吸器（Harvard rodent ventilator、Harvard Apparatus）で管理をし、開
胸手術をそれぞれ実施した。人工呼吸器の設定は一回換気量をマウス体重あたり
10μL/g、呼吸回数を 100-150 回/分で管理した。TAC に対しては 27 ゲージの針（外径
0.4mm）と横行大動脈を 6.0 絹糸で同時に結紮しただちに針を抜くことで縮窄を作成
した。46) PAC に対しては同様に 27ゲージの針と肺動脈主幹部を 7.0絹糸で同時に結
紮し、ただちに針を抜いて縮窄を作成した。48) 見せかけ手術群（Sham 群）に関して
は縮窄すること以外に関して同じ開胸手術手技を実施した。閉創は 6.0絹糸で、筋層、
皮膚をそれぞれ縫い合わせることで行った。すべてのマウスは術後約 30 分間、保温
プレート（37℃）の上で温めて管理した。 
 
Ⅴ‐3．血行力学検査（血圧検査、心臓超音波検査、心臓カテーテル検査） 
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血圧検査は、無麻酔下でテールカフ血圧計（MK-2000ST、室町機械）を用いて非
観血的に血圧測定を行った。血圧は 5回連続測定の平均値として算出した。 
心臓超音波検査は、小動物用超音波装置（Vevo 2100、ビジュアルソニックス社）
で実施した。心臓超音波検査は 0.5-1.0％のイソフルラン吸入麻酔下で心拍数を揃えて
行った。先行研究と同様に、左室拡張内径や左室短縮率など左心機能は傍胸骨長軸像
M-mode からの画像で、右室内径や右短縮率など右心機能の評価は心尖部からの四腔
像からの画像で評価した（図 11）。49) 心拍出量の評価は先行研究と同様に時間速度積
分値（velocity time integral）× 心室流出路径（ventricular outflow tract area）× 心拍数
で計算した。48)  
心臓カテーテル検査は 1.2Fr（径 0.4mm）の圧計測カテーテル（サイセンス社）
を用いて 0.5-1.5％のイソフルラン吸入麻酔下で行った。左室圧測定は左頸動脈からの
アプローチで左室に挿入し、右室圧測定は右頸静脈からのアプローチで右室へ挿入を
した。全てのデータはパワーラボデータ収録システム（AD Instruments）にて連続 10
心拍の平均化した。左心カテーテル検査と右心カテーテル検査は、麻酔や出血などの
影響を考慮し、それぞれ別々の個体で解析を行った。 
 
Ⅴ‐4．DHE染色 
酸化ストレスの染色色素であるジヒドロエチジウム（DHE：Dihydroethidium）を
用いて心筋の酸化ストレスを評価した。具体的には先行研究同様に、心臓組織は分離
した後に未固定の状態で OCT コンパウンド（Tissue-Tek）で凍結切片を作成し、クラ
イオスタットで 10μmの厚さの切片標本にし、MAS コートスライドガラスに張り付け
た。50)  その後、PBSで 2 μmol/Lに希釈した DHE 溶液で遮光下に 37℃で 30分インキ
ュベートした。PBS 洗浄後に、共焦点顕微鏡（LSM780、Zeiss）で画像を撮影した。  
 
Ⅴ‐5．一般組織染色 
心臓組織は、10％ホルマリンで固定した後にパラフィン包埋し、5μm の厚さの切
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片標本を作成した。切片標本をヘマトキシリン・エオジン（HE：Hematoxylin Eosin）
とマッソン・トリクローム（MT：Masson trichrome）で染色した。先行研究と同様に、
心筋細胞断面積は HE 染色標本を使用して左室と右室から 100-200 の明確な心筋細胞
の輪郭を評価することで測定した。46) 間質の線維領域の測定に対しては、MT染色標
本を使用して左室と右室の自由壁領域で評価した。標本ごとに左室および右室の約 10
の領域をランダムに評価した。画像撮影は研究用システム顕微鏡（BX51、オリンパ
ス）を用い、解析は Image J ソフトウェア (NIH, Bethesda, MD, USA)で行った。 
 
Ⅴ‐6．免疫染色 
一般免疫染色に関しては、心臓を PBS で還流後に摘出したのちに、4％パラホル
マリンにて 4℃で、24時間固定した後、パラフィン包埋し、5μm の厚さの切片を作成
した。切片はリン酸化 ERK1/2（extracellular signal-regulated kinase1/2）抗体（Cell 
Signaling、#4377）で染色し、ヘマトキシリンで対比染色した。画像撮影は研究用シ
ステム顕微鏡（BX51）で行った。 
蛍光免疫染色に関しては4％パラホルマリンで固定した後PBS希釈30％スクロー
ス溶液で脱水した後、OCT コンパウンドで凍結切片にし、10μm の厚さに切片標本を
作成した。1 次抗体として ROCK1（200倍希釈, BD Biosciences, 611136）、ROCK2（200
倍希釈, BD Biosciences, 610623）、CD45 (400倍希釈, BD Biosciences, 550539)を用いた。
2次抗体として ROCK1・ROCK2の単染色（1000 倍希釈, Invitrogen, Alexa Fluor® 488 
Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Antibody, A-11001）、ROCK1・ROCK2の二重染色（1000
倍希釈, Alexa Fluor® 633 Goat Anti-Mouse IgG (H+L), highly cross-adsorbed, A-21052）、
CD45の二重染色（1000 倍希釈, Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rat IgG (H+L) Antibody, 
A-11006）を用いた。ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI（Invitrogen）で封入し
た後、画像撮影は共焦点顕微鏡（LSM780）で行った。 
 
Ⅴ‐7．酸化ストレスと Rho-kinases（ROCK1、ROCK2）の二重染色 
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心臓組織は分離した後に未固定の状態で OCT コンパウンド（Tissue-Tek）で凍結
切片を作成し、10μm の厚さに切片標本を作成した。切片標本を酸化ストレスの染色
色素として CellROX® deep red（Invitrogen）を用いて染色の後、4％パラホルマリンで
30分間室温固定した。その後標本は、200倍希釈にしたRho-kinases（ROCK1とROCK2）
の 1 次抗体（200 倍希釈）を用いて二重染色を施した。画像撮影は共焦点顕微鏡
（LSM780）で行った。 
 
Ⅴ‐8．定量 RT-PCR法 
定量 RT-PCR（Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction）法は RNA を鋳型
として逆転写を行い、生成 cDNA に対して PCR を行う方法である。まず心臓組織
を左室と右室を分け、RNeasy Plus Universal Mini Kit （Qiagen）を用いて RNAを精製
した。RNAは PrimeScript® RT Master Mix（Takara）を用いて、相補的 DNA（cDNA：
complementary DNA）に逆転写した。TaqMan プローブとしてマウス用の、p47phox 
(Assay ID: Mm00447921_m1)、Nox2 (Cybb, Assay ID: Mm01287743_m1)、Nox4 (Cybb, 
Assay ID: Mm00479246_m1)、Rhoa (RhoA, Assay ID: Mm00834507_g1)、Rock1 (Assay ID: 
Mm00485745_m1) 、 Rock2 (Assay ID: Mm01270843_m1) 、 Il-6 (Assay ID: 
Mm01210733_m1) 、 Il-1β (Assay ID: Mm99999061_mH) 、 TNF-α (Assay ID: 
Mm00443258_m1)、Nppa (ANF, atrial natriuretic factor: Assay ID: Mm01255747_g1)、Nppb 
(BNP, B-type natriuretic peptide: Assay ID: Mm01255770_g1)、Col3a1 (CollagenⅠ:Assay 
ID: Mm01254476_m1)、Col1a2 (CollagenⅢ : Assay ID: Mm00483888_m1)、CTGF 
(connective tissue growth factor: Assay ID: Mm01192932_g1)、 Gapdh (Assay ID: 
Mm99999915_g1) を用いた（Life Technologies）。 具体的には p47phox、Nox2、Nox4
は酸化ストレス関連標識、RhoA、Rock1、Rock2 は Rho-kinase関連標識、ANF と BNP
は心肥大関連標識、CollagenⅠ、CollagenⅢ、CTGF は線維形成関連標識としてそれぞ
れ使用した。定量 RT-PCR 法は、先行研究と同様に前述の cDNA と TaqManプローブ
に加えて SsoFast Probes Supermix（Bio-Rad）を使って、CFX 96 Real-Time PCR Detection 
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System（Bio-Rad）で解析した。51) 評価は CFX Manager ソフトウェア（version 2.0, 
Bio-Rad）を用いてハウスキーピング遺伝子である GAPDH で補正した相対的割合と
して、比較 Ct（ΔΔCt）法で評価した。 
 
Ⅴ‐9．ウエスタンブロット法 
左室と右室から蛋白、核分画を抽出・精製した。核分画は nuclear extraction kit
（Panomics）を用いて抽出した。それぞれのサンプル 10μg をポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動法により PVDF メンブレンに転写した。1 次抗体として、total-MBS 
(t-MBS：total myosin-binding subunit, 1000:1, BD Biosciences, 612165)、リン酸化 MBS 
(p-MBS：phosphorylated myosin-binding subunit, 1000:1, Millipore, ABS45)、total-ERK1/2 
(t-ERK1/2, 1000:1, Abcam, ab17942)、リン酸化 ERK1/2 (p-ERK1/2, 1000:1, Cell Signaling, 
#4370)、total-GATA4 (t-GATA4, 1000:1, ab84593, Abcam)、リン酸化 GATA4 (p-GATA4, 
1000:1, ab5245; Abcam)、LC3A (1000:1, #4599, Cell Signaling)、 p62/sequestosome 
(SQSTM)-1 (1000:1, Cell Signaling, #5114)、α-tubulin (2000:1, Sigma, T9026) 、LAMIN 
A/C (1000:1, BD Biosciences, 612162)を用いた。検出は ECL Prime（GE Healthcare）を
用いて、ケミルミネッセンスシステムで撮影した。Rho-kinase活性は以前の研究で示
されたように組織蛋白分画のリン酸化ミオシン結合サブユニット（ p-MBS：
phosphorylated myosin-binding subunit）の総ミオシン結合サブユニット（t-MBS ：total 
myosin-binding subunit）の割合で定義し、解析した。17,51,52) 同様に、ERK1/2 活性はリ
ン酸化 ERK1/2 の t-ERK1/2 に対する割合で定義し、GATA4活性はリン酸化 GATA4の
t- GATA4に対する割合で定義した。解析は Image J ソフトウェアで行った。 
 
Ⅴ‐10．組織重量の測定 
組織重量の測定は先行研究と同様に 10％ホルマリン固定後の各種臓器の乾燥重
量を測定した。心臓は重量測定後に、右室と左室及び心室中隔を取り分けて、それぞ
れの重量を測定した。右室/左室+心室中隔の比を右心肥大の指標として計測した。51)  
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Ⅴ‐11．血清肝酵素レベルの測定 
DRI-CHEM 7000V（富士フィルム）を用いて、血清肝酵素レベルの測定を行った。
肝酵素として total bilirubin (T-bil)、albumin (ALB), aspartate aminotransferase (AST)、
alanine aminotransferase (ALT)を測定した。 
 
Ⅴ‐12．統計解析 
統計解析は JMP10 を用いて行った。結果は平均 ± 標準誤差で示した。パラメー
ターの比較は unpaired Student’s t-test または多重検定で Tukey's HSD test による分散分
析（analysis of variance）で評価した。P<0.05 を、統計学的に有意であるとした。 
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Ⅵ. 研究結果 
 
Ⅵ‐1．TACとPACは酸化ストレスとRho-kinaseを誘導する 
野生型マウスに対してTACとPACを実施した。24時間の生存解析で、TACと比較
してPACでは有意に死亡率が高いことがわかった（図12A）。TACとPACの術後24時間
の酸化ストレスの誘導とその局在についてDHE染色で調査したところ、酸化ストレス
はTAC後の左室とPAC後の右室において誘導されることがわかった（図12B）。特に
PACは右室心内膜側と自由壁にかけて強く酸化ストレスを誘導した。次に、TACとPAC
の術後24時間の左室と右室での酸化ストレス関連遺伝子と、Rho-kinase関連遺伝子の
mRNA発現レベルを定量RT-PCR法で調査した（図12C）。酸化ストレス関連遺伝子の
うち、p47phoxの発現はTAC後の左室とPAC後の右室で有意に増加し、特にPAC後の右
室で大きな発現の増加があった。NOX2の発現はPAC後の右室でのみ有意に増加し、
NOX4の発現に関しては変化がなかった。Rho-kinaseの関連遺伝子発現では、RhoAと
ROCK2の発現はPAC後の右室とTAC後の左室のそれぞれで有意に増加し、特にPAC後
の右室にて、p47phoxやNOX2の発現と同様に大きな発現の増加があった。ROCK1に
は有意な変化はなかった。 次にROCK1とROCK2について、圧負荷応答における時間
経過での局在と発現を蛍光免疫染色法で調査した。ROCK1はTAC後の左室冠動脈周囲
で術後7日に発現が誘導されたが（図13A）、PAC後にはほとんど誘導されなかった。
一方、ROCK2はTAC後7日にわずかに発現が誘導されたのに対して、PAC後では術後1
日から3日という早い段階で、右室心内膜側と自由壁で特に強く発現が誘導された（図
13B）。PAC後の右室において酸化ストレスとRho-kinaseの二重免疫染色による詳細な
発現関係の調査を追加したところ（図14）、ROCK1でなくROCK2の発現において酸化
ストレスの局在と一致する部分が存在することがわかった。  
次に、炎症細胞標識として白血球共通抗原であるCD45とRho-kinaseの二重免疫染
色を行った。TACでは術後7日に左室冠動脈周囲でROCK1及びROCK2の発現に対して
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わずかにCD45陽性の炎症細胞の浸潤が伴ったのに対し（図15A）、PACでは術後7日に
ROCK2の発現にCD45陽性の炎症細胞の浸潤がTAC後よりも強く伴った（図15B）。ま
た、CD45に関連する炎症性サイトカインであるIL-6・IL-1β・TNF-αのmRNA遺伝子発
現を定量RT-PCR法で調査をしたところ、TAC後には左室でIL-6のみが上昇した対し、
PAC後の右室ではIL-6・IL-1β・TNF-αのいずれの炎症性サイトカインも著明な発現上
昇を示した（図16）。まとめると、急性圧負荷に対して右室は左室よりも脆弱で、PAC
の急性期死亡率はTACよりも有意に高かった。PAC後の右室の急性応答には酸化スト
レスとROCK2発現亢進と炎症の強い関与があった。一方、TACはPACよりも弱いなが
らも酸化ストレスを左室全体で誘導し、ROCK1・ROCK2の緩やかな発現亢進があっ
た。 
 
Ⅵ‐2．心臓Rho-kinaseは圧負荷誘発の左心不全、右心不全に関与する 
次に、心臓 Rho-kinase の役割を評価するために、DN-RhoK マウスを作成した。
生後 10 週の基礎状態では血圧や心臓の構造において DN-RhoK マウスは対照マウス
（Control）との間に明らかな差はなく（表 1）、更には生後 80週までの長期生存にお
いても差がないことを確認した。そこで DN-RhoK マウスと Control マウスに TAC と
PAC を実施して、それぞれの反応を比較した。まず、術後 4週のマウスの心機能解析
を行った。心臓超音波検査にて、Sham 術後の Control マウス（Control-Sham）と Sham
術後の DN-RhoKマウス（DN-RhoK-Sham）の間に明らかな差はなかった（図 17 A）。
TAC 後 4 週のマウスでは左室拡張末期径の拡大と左室収縮不全が引き起こされるこ
とがわかったが（図 17A）、TAC 後の Control マウス（Control-TAC）に比較して TAC
後の DN-RhoKマウス（DN-RhoK-TAC）で左室拡張末期径の拡大の程度は有意に小さ
く、左室内径短縮率の低下が有意に少なかった（図 17C）。TAC 後のマウスでは右室
拡張期内径はやや縮小傾向にあったが右室内径短縮率に関して差はなかった。一方、
PAC後4週のマウスでは心室中隔の奇異運動を伴う右室内径の拡大が引き起こされる
ことがわかった（図 17A）。また、図 17B に示すような心尖部からの四腔像からの右
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室機能の解析によって、PAC 後 4週のマウスでは右室内径の拡大と共に右室収縮不全
も引き起こされることがわかったが、PAC 後の Control マウス（Control-PAC）に比較
して PAC 後の DN-RhoK マウス（DN-RhoK-PAC）で右室拡張期内径の拡大の程度は
有意に小さく、右室内径短縮率の低下が有意に少なかった（図 17C）。また、PAC 後
のマウスで左室拡張期末期径は有意に低下し、左室内径短縮率はやや過収縮の傾向を
示した。心拍出量に関しては、TAC、PAC いずれの術後においても、Control マウス
に比較して DN-RhoK マウスで有意にその低下から保護された（図 17C）。 
次に心機能を更に評価するために、術後 4週のマウスに心臓カテーテル検査を両
心室に対して行った（表 2）。TAC は、Sham術後と比較して、有意に左室収縮末期圧
を増加させたが、増加の程度は Control-TAC と DN-RhoK-TAC で同程度であった。ま
た、TAC は左室拡張末期圧を有意に増加させたが、この増加の程度は術後の Control
マウスに比較し DN-RhoK マウスでそれぞれ有意に抑制されていた。また更に TAC は
右室に関しても収縮末期圧と拡張末期圧を軽度に増加させた。一方、PAC は Sham 術
後と比較して、有意に右室収縮末期圧を増加させたが、この増加の程度は Control-PAC
と DN-RhoK-PAC で同程度であった。また、PAC は右室拡張末期圧を有意に増加させ
たが、この増加の程度は術後の Control マウスに比較し DN-RhoK マウスでそれぞれ有
意に抑制されていた。左室に関しては、PAC は収縮末期圧に変化をもたらさなかった
が、拡張末期圧を著明に増加させた。 
TAC と PAC の両モデルの長期の生存分析を行うと、術後の Control マウスより
DN-RhoKマウスでその生存率が有意に良好であることがわかった（図 17D）。また慢
性圧負荷での死亡率は TAC よりも PAC で良好であることもわかった。まとめると、
DN-RhoK マウスは、TAC 後の左心機能不全および PAC 後の右心機能不全からの心
保護作用があることがわかった。 
 
Ⅵ‐3．心臓Rho-kinaseは圧負荷誘発の心肥大、線維形成において重要な役割がある 
次に一般組織染色にて術後4週の心臓の形態変化に注目した。心肥大応答に関し
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てHE染色にて心筋細胞断面積で評価したところ、TAC後4週の左室において著明な心
肥大応答があることがわかった（図18A）。しかし、その程度はControl-TACに比較し
てDN-RhoK -TACで有意に抑制されていた。右室に関しても、Control-TACで軽度心肥
大の傾向にあったがControl-Shamとの間に有意差はなかった。一方、PAC後4週の右室
においては有意な心肥大応答があったが、その程度はControl-PACに比べてDN-RhoK 
-PACで有意に抑制されていた（図18A）。またPAC後の左室に関しては、Control-PAC
の左室においてControl-Shamの左室と比較して有意な心萎縮応答が起きていた（図
18A）。MT染色で評価した線維形成領域に関しては、TAC後4週の左室において有意な
間質線維形成の応答を確認した。TAC後の左室の間質線維形成の程度はControl-TAC
に比較してDN-RhoK -TACで有意に抑制されていた（図18 B）。また、心臓全体では、
TACは間質の線維形成応答だけでなく、血管周囲の線維形成応答を引き起こすことが
わかった（図19A、B）。血管周囲の線維形成の程度もまた、Control-TACに比較して
DN-RhoK -TACで同様に抑制されていることがわかった。Control-TACの右室でも、わ
ずかに間質線維形成の傾向にあったがControl-Shamとの間に有意差はなかった。一方、
PAC後4週の右室においては、より大きい間質線維形成応答があったが、PAC後の右室
の間質線維形成はControl-PACに比較してDN-RhoK -PACで有意に抑制されていた（図
18B）。PAC後の左室では、間質線維形成応答は起きなかった。また、PACでは血管周
囲の線維形成応答は明らかではなかった（図19A、B）。 
更に、TACとPAC後4週の両心室での、心肥大と線維形成の関連標識遺伝子の
mRNA発現レベルに関して定量RT-PCR法で調査した。心肥大関連標識遺伝子のANF
とBNPに関しては、TAC後の左室とPAC後の右室で有意に上昇した。特にTAC後の左
室で大きい応答があった。しかし、それぞれの上昇の程度はいずれもControlマウスに
比較し、DN-RhoKマウスで有意に小さかった（図20）。またTAC後の右室でも、ANF
とBNPの有意な上昇があった。PAC後の左室では変化はなかった。線維形成関連標識
遺伝子のCollagenⅠ、CollagenⅢ、CTGFに関しては、TAC後の左室とPAC後の右室で
有意に上昇した。特にPAC後の右室で大きい応答があった。しかし、それぞれの上昇
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の程度はいずれもControlマウスに比較し、DN-RhoKマウスで有意に小さかった（図20）。
またTAC後の右室でも、CollagenⅢ、CTGFの有意な上昇があった。PAC後の左室では
変化はなかった。 
次に、組織重量測定を行ったところ、TAC後には左室重量と心室中隔重量の体重
に対する割合［（左室+中隔）重量/体重］が有意に増加し、PAC後には右室重量の体重
に対する割合（右室重量/体重）と右室重量の左室及び心室中隔に対する割合（右室/
左室+中隔 比）が有意に増加することがわかった（表3）。しかし、それぞれの増加の
程度はControlマウスに比べてDN-RhoKマウスで有意に抑制されていた。また、左室重
量と心室中隔重量の体重に対する割合［（左室+中隔）重量/体重］に関して、
Control-Shamと比較してControl-PACで有意な減少を認めた。更に、TACでは肺重量の
有意な増加、PACでは肝臓重量の有意な増加があった。これらの程度もまたControlマ
ウスに比べてDN-RhoKマウスで有意に抑制されていた。PAC後のマウスでの肝臓重量
の増加は、右心不全に伴ううっ血を反映している可能性を考えて、血清肝酵素レベル
の測定を追加した（表4）。Sham後やTAC後のマウスでは血清肝酵素レベルに変化はな
かったが、PAC後のマウスではT-bil、AST、ALTの各種マーカーにおいて有意な増加
を示したが、Controlマウスに比較してDN-RhoKマウスで有意に抑制されていた。 
 
Ⅵ‐4．心臓 Rho-kinase は ERK1/2 と GATA4 の活性化に関与する 
  DN-RhoKマウスの圧負荷からの心保護作用の分子応答を理解するために、まず
術後 4週の心臓での Rho-kinase活性をウエスタンブロット法にて調査した（図 21A～
D）。Control-Sham に比較し DN-RhoK-Sham では、左室、右室共に、Rho-kinase活性の
約 30％の減少を示した。一方、TAC は、左室にて Sham 後のマウスに比較して有意に
Rho-kinase活性を上昇させた（図 21A、B）。PAC もまた、右室にて Sham 後のマウス
に比較して有意に Rho-kinase活性を上昇させた（図 21C、D）。しかし、いずれのモデ
ルにおいても、Rho-kinase活性の上昇の程度は Control マウスに比べて DN-RhoKマウ
スで有意に抑制されていた（図 21A～D）。次に圧負荷後のリン酸化 ERK1/2 の局在と
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その活性を免疫染色とウエスタンブロット法によって調査した。免疫染色により、
TAC と PAC によりリン酸化 ERK1/2 陽性核分を増加させることがわかった（図 22A、
B）。心筋細胞核分画を用いたウエスタンブロット法による解析では、TAC は左室に
て Sham 後のマウスに比較して有意に ERK1/2 活性を上昇させ、PAC は右室にて Sham
後のマウスに比較して有意に ERK1/2 活性を上昇させた（図 22C、D）。しかし、TAC
と PAC による ERK1/2活性上昇の程度もまた Control マウスに比べて DN-RhoKマウ
スで有意な抑制があった。更に、心筋細胞核分画にて GATA4活性についても調べた。
ERK1/2 活性同様に、TAC 後の左室と PAC 後の右室にて Sham 後のマウスに比較して
有意に GATA4活性が上昇したが、Control マウスに比べて DN-RhoKマウスで有意な
抑制があった（図 22C、D）。 
 
Ⅵ‐5．心臓 Rho-kinase は酸化ストレスとオートファジーに関与する 
更に DHE染色にて術後 4週での酸化ストレスについて調査した。TAC と PAC は
Sham 後のマウスに比較して有意に酸化ストレス産生を増加させた（図 23A、B）。特
に PAC 後で著明な増加があった。しかしその増加の程度は術後の Control マウスに比
べて DN-RhoKマウスで有意な抑制があった。次に、オートファジー標識である LC3A
と p62/SQSTM-1についてウエスタンブロット法で調査した（図 23C、D）。LC3A は、
TAC 後の左室と PACは右室で、Sham 後のマウスに比較して有意な増加があった。
LC3Aの増加の程度は、術後の Control マウスに比べて DN-RhoK マウスで有意な抑制
があった（図 23C、D）。一方 p62/SQSTM-1に関しては、有意な差は認めなかった。
まとめると心臓 Rho-kinaseは酸化ストレスとオートファジーに関与する可能性を示
唆した。 
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Ⅶ. 考察 
 
本研究の目的は、両心室の圧負荷応答における心臓での Rho-kinase の役割を明ら
かにすることであった。今回の結果で、TAC と PAC の急性圧負荷応答では Rho-kinase
がアイソフォームの異なる形で重要に関与することがわかった（図 24A）。特に PAC
後早期の ROCK2 発現上昇は右室の圧負荷脆弱性に関連する可能性も考えられた。一
方、TAC と PAC の慢性圧負荷応答は類似して、心筋 Rho-kinase が両方の心肥大・心
不全病態で核内 ERK1/2・GATA4 を介して重要に関与することが示された（図 24A、
B）。 更に、圧負荷誘発の左心不全、右心不全いずれの病態においても心筋 Rho-kinase
が重要な役割を果たし、独自の治療標的となることが示唆された。 
 
Ⅶ‐1 左室と右室の圧負荷分子応答の違い 
今回の結果より、圧負荷急性期での Rho-kinase のアイソフォーム発現において、
左室と右室の圧負荷分子応答に相違があった。TAC 後の左室冠動脈周囲にて ROCK1
と ROCK2の発現が術後 7日に緩徐に誘導されたのに対し、PAC 後では右室心内膜側
から自由壁にかけて ROCK2 の発現が術後 1 日の早期の段階から強く誘導された。現
在までで ROCK1 と ROCK2 の心臓での役割に関して解明されていないので、この結
果は左室と右室への圧負荷応答の相違として非常に重要である。最近の遺伝学的研究
において、左室圧負荷の病態において ROCK1 が心筋線維形成応答に、ROCK2 が心
肥大応答に、異なる役割で重要に関与することが示された。22,23)  従って、本研究に
おける PAC 後の右心室における強い ROCK2 の発現は、TAC よりも圧負荷誘発の心
肥大応答へ強く関連する可能性が考えられる。一方で、圧負荷により引き起こされる
心肥大反応に関わる細胞内シグナリングに RhoA を活性化するいくつかの Rho-GEF
が存在することが報告されている。53) 更に、圧負荷により Rho ファミリーが重要に
関与して、アクチン骨格形成も誘導される。54,55) アクチンの骨格形成の際にはいく
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つもの接着因子が重要に関わるので 54) 、負荷の際に左室に対して右室が引き伸ばさ
れやすい構造であることを考慮すると、その構造特性に依存したアクチン骨格形成か
らのシグナルが右室と左室の圧負荷初期分子応答の相違に影響を与えている可能性
もある。更には、左室と右室の細胞レベルの差異が、ショートニング速度や最大サル
コメアショートニングに関して、報告されている。56,57) また α-MHC のアイソザイム
のうち、高いATPase活性を特徴とするV1が左室よりも右室で多いことが示され 56,58) 、
右室と左室の特性差に寄与することが示唆されている。従って α-MHC の V1 アイソ
ザイムの発現の差が、本研究の圧負荷応答における Rho-kinaseがアイソフォーム発現
の相違に影響した可能性もあり、右室独自の分子学的特性を表す可能性が考えられる。 
 
Ⅶ‐2 心臓 Rho-kinase 抑制による圧負荷応答からの心保護効果 
それぞれの心臓圧負荷の病態で Rho-kinase がアイソフォームの異なる形で重要
に関与することがわかり、心臓 Rho-kinaseを抑制することが、心不全からの心保護に
つながる可能性を考えた。多くの Rho-kinase の基質は細胞死のプロセスに寄与し 59）、
全身性の Rho-kinase欠失は胎生致死に至る。60） そこで本研究では心臓 Rho-kinase の
役割を評価するために DN-RhoKマウスを作成した。今回の結果にて、DN-RhoKマウ
スは圧負荷誘発の心肥大応答、線維形成応答を抑制して、最終的に生存率を含んで圧
負荷誘発の左心不全と右心不全から保護されることを示した。さらに本研究において、
DN-RhoK マウスでは、心臓 Rho-kinse 活性の抑制を介して、ERK1/2・GATA4 の核内
活性の抑制をもたらした。以前の報告で主に平滑筋細胞の細胞実験で、Rho-kinaseが
ERK1/2 の核内移行と、その下流で GATA4の活性誘導に重要に関与することが証明さ
れた。37-39) 本研究の知見は、これらの応答が、圧負荷誘発の心臓 Rho-kinase もまた
生体内で同様の応答に関与することを支持することが考えられた。更に DN-RhoK マ
ウスでは圧負荷誘導の酸化ストレスの産生を有意に抑制して、オートファジーの基質
の抑制に一部に関与した可能性があった。しかし、飢餓やヒ素による毒性に関連して
Rho-kinase の抑制がオートファジーを促進したという報告もあり 61,62)、本研究の結果
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とは完全には合致しなかった。これは、病態の相違や細胞種の相違に起因した可能性
がある一方、本研究の結果がオートファジーの経時性変化の一部をみた可能性がある。
Rho-kinaseとオートファジーの関連については更なる研究が必要である。今回の研究
の結果では、TAC 誘発の左心不全と PAC 誘発の右心不全に関して DN-RhoK マウスで
有意な改善効果があったが、どちらの病態においても完全に心不全発生を抑制するこ
とはできなかった。これは DN-RhoK マウスの心臓 Rho-kinase の抑制が基礎状態で約
30％に限定されていたことによる可能性の他、心不全に関わる Rho-kinaseシグナル以
外の MAPK シグナルなどの細胞内シグナリングの活性化が寄与している可能性が考
えられる。まとめると、今回の結果は圧負荷を契機とした左心不全および右心不全に
対しての心筋 Rho-kinaseを標的とした Rho-kinase阻害薬の潜在的効果を示唆する。さ
らに、将来の Rho-kinaseのアイソフォーム選択的阻害薬の開発、特に ROCK2 阻害薬
の開発によって右心不全への更に有効な治療になる可能性も示唆される。 
 
Ⅶ‐3 左心不全と右心不全の病態のその他の相違 
今回の結果で、左心不全の病態と右心不全の病態の相違がいくつか他にもあった。
Control-PAC は Control-Sham に比較して、左室拡張末期圧が上昇した。この所見は心
室中隔と心外膜を通しての陰性の心室間相互作用の存在が拡張障害をもたらす報告
で支持される所見と考えた。63) 更に Control-PAC は Control-Shamに比較して、左室
重量並びに左室の心筋細胞断面積の有意な減少を示した。重症の肺高血圧症を伴う右
心不全の患者および動物モデルでは左室体積が減少するという最近の報告と合致す
る所見と考えた。64) Urashimaらは同様の PAC 術後 10日では左室重量の減少がない
ことを示したので 48)、この所見は長期の心室間の陰性の相互作用や、長期の心拍出量
の低下による可能性があった。一方 TAC 後のマウスの右室は若干の肥大性の応答を
示した。これは先行研究で示されるように TAC 後での後毛細管性肺高血圧
（post-capillary PH, post-capillary pulmonary hypertension）に伴う所見として考えた。47) 
更に TAC 後のマウスでは肺重量の増加があった。この所見もまた、後毛細管性肺高
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血圧に伴う肺うっ血および肺血管リモデリングの所見と考えた。一方、PAC 後のマウ
スでは肝臓重量の有意な増加があった。以前の右心不全患者の研究で重度の右心不で
は肝うっ血が伴うことが報告されたので 65) 、PAC 後のマウスの肝臓重量の増加は右
心不全に伴う肝うっ血の所見であると考えた。更に血清肝酵素レベルを測定したが、
肝臓重量の増加と同様に各種肝酵素レベルもまた上昇を示した。また更に、TAC では
血管周囲の線維形成が誘導されたのに対し、PAC ではなかった。TAC によって冠動脈
周囲の線維形成が誘導されることは先行研究でも示されたので 27,47) 、この結果は冠
動脈に圧負荷がもたらされたことに寄与する可能性がある。しかし、冠動脈圧負荷か
ら血管周囲線維形成がどのようにしてもたらされるかの詳細な機序は現在のところ
はっきり解明されておらず、今後の研究課題である。最終的に急性圧負荷での死亡率
は TAC よりも PAC で高かったのに対し、慢性圧負荷での死亡率は TAC よりも PAC
で良好だった。慢性期の生存応答に関して右室以上に左室機能、左室リモデリングと
そのコンプライアンスが重要に影響した可能性が考えられた。 
 
Ⅶ‐4 研究の限界（Study Limitations） 
いくつかの研究の限界は言及されなければならない。第 1に、TAC と PAC によ
る圧負荷モデルが、ヒトの左心不全と右心不全の臨床像を完全に表す可能性はない。
そのため、ヒトの臨床での Rho-kinase の役割は将来の研究で検討される必要がある。
第 2に、本研究では心臓で Rho-kinase活性が約 30％抑制される DN-RhoK マウスを使
用した。心臓で更なる Rho-kinaseの抑制により、心不全への改善効果が増加するかは
不明である。第 3に、最近の研究で心臓線維芽細胞も心不全の病因で重要な役割を果
たすことが報告されたが 66) 、本研究では心臓線維芽細胞の役割は検討していない。
第 4に、本研究では同じ縮窄モデルを実施したが、右室と左室の構造幾何学的な問題
点から右室と左室のそれぞれの心筋細胞自体にかかる圧負荷は大きく異なる可能性
がある。そのため圧負荷の程度の違いによる応答の違いをみている可能性は否定でき
ない。第5に、本研究の心臓超音波検査及び心臓カテーテル検査は麻酔下で行ったが、
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麻酔の影響を完全に除外することができない。また可能な限りブラインドに近い状態
にて自身で検査を実施したがバイアスがある可能性は残る。 
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Ⅷ. 結論 
 
本研究にて、左室と右室の急性期圧負荷分子応答において Rho-kinaseのアイソフ
ォームの発現で相違がみられた。特に PAC 後早期の ROCK2 発現上昇は右室の急性圧
負荷脆弱性に関連する可能性がある。一方、慢性期応答は類似して、圧負荷誘発の左
心不全、右心不全いずれの病態においても心筋 Rho-kinaseが重要な役割を果たし、独
自の治療標的となり得ることが示唆された。圧負荷に起因した心不全患者のために
Rho-kinase 阻害薬の臨床有用性と安全性を説明するために更なる研究が必要である。 
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Ⅺ. 図の説明 
 
図1.  心不全の原因 
心不全の原因の模式図。 
 
図2.  左心室と右心室の比較図 
Walker LA, et al. Curr Cardiol Rev. 2009;5:22-28. より引用。 
 
図3.  Rho/Rho-kinase経路の模式図 
Satoh K, Shimokawa H, et al. Am J Physiol. 2011;301:287-296. より引用。 
  
図4.  Rho-kinaseの2つのアイソフォーム（ROCK1とROCK2）の分子構造 
Satoh K, Shimokawa H, et al. Am J Physiol. 2011;301:287-296. より引用。 
 
図5.  Rho-kinase阻害薬が治療的標的となり得る種々の心血管病のまとめ 
Shimokawa H, et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2005;25:1767-1775. より引用。 
 
図6.  Rho/Rho-kinase経路と酸化ストレス誘導の模式図 
Satoh K, Shimokawa H, et al. Am J Physiol. 2011;301:287-296. より引用。 
 
図7.  血管平滑筋細胞におけるRho/Rho-kinaseとERKとGATA4の核内活性の模式図 
Suzuki YJ, et al. Cell Signal. 2011;23:1094-1099. より引用。 
 
図8.  オートファジーの模式図 
Nishida K, et al. Cell Death Differ. 2009;16:31-38. より引用。 
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図 9.  DN-RhoK マウスの作成 
(A) 交配の模式図。ドミナントネガティブ変異体を持つ雄マウスを α-MHC Creリコン
ビナーゼを持つ雌マウスを交配させて作成した。 (B)マウステール DNA を鋳型とし
た PCR によるジェノタイピングの代表写真。 
 
図10.  それぞれの圧負荷モデルの模式図 
(A) 横行大動脈縮窄（TAC : transverse aortic constriction）の模式図。 (B) 肺動脈縮窄
（PAC : pulmonary artery constriction）の模式図。 
 
図11.  心臓超音波検査による右心機能計測方法（心尖部からの四腔像） 
Sato T, et al. Am Soc Echocardiogr. 2012;25:280-286. より引用。 
 
図12.  圧負荷による酸化ストレスの発現と局在 
(A) TAC と PAC の術後 24時間のカプランマイヤー生存曲線分析 (各群: n=20) (B) 
TACとPACの術後24時間の左室と右室のジヒドロエチジウム（DHE：Dihydroethidium) 
染色の代表的顕微鏡写真（スケールバー = 200 μm） (C) TAC 後と PAC 後 24時間の
左室と右室の酸化ストレス関連遺伝子 (p47phox、NOX2、NOX4) と Rho/Rho-kinase
関連遺伝子 (RhoA、ROCK1、ROCK2) の Control マウスに対する相対的 mRNA発現 
(n=10~12)   結果は平均 ± 標準誤差で示す。 
 
図13.  圧負荷によるRho-kinaseのアイソフォームの発現と局在 
(A, B) TAC 後と PAC 後の左室と右室における Rho-kinase（ROCK1、ROCK2）の発現
に関する時間経過ごとの代表的顕微鏡写真 (スケールバー = 200 μm)  (A) ROCK1 発
現（ROCK1：緑、DAPI：青）(B) ROCK2発現（ROCK2：緑、DAPI：青） 
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図14.  PAC後の右室における酸化ストレスとRho-kinaseの関係 
(A, B) TACとPAC術後1日目における酸化ストレスとRho-kinase（ROCK1、ROCK2）の
二重染色の代表的顕微鏡写真 (スケールバー = 200 μm)  (A) 酸化ストレスとROCK1
の二重染色［酸化ストレス（CellROX deep red）：赤、ROCK1：緑、DAPI：青］ (B) 酸
化ストレスとROCK2の二重染色［酸化ストレス（CellROX deep red）：赤、ROCK2：
緑、DAPI：青］ 
 
図15.  圧負荷によるRho-kinase活性化と炎症細胞遊走の関係 
(A, B) TAC後とPAC後の左室と右室におけるRho-kinase（ROCK1、ROCK2）とCD45
の発現に関する時間経過ごとの蛍光二重免疫染色の代表的顕微鏡写真 (スケールバ
ー = 100 μm)  (A) ROCK1とCD45の蛍光二重免疫染色（ROCK1：赤、CD45：緑、DAPI：
青） (B) ROCK2とCD45の蛍光二重免疫染色（ROCK2：赤、CD45：緑、DAPI：青） 
 
図16.  圧負荷による炎症性サイトカイン遺伝子の発現 
TAC と PAC の術後 24時間の左室と右室の炎症性サイトカイン遺伝子の Control マウ
スに対する相対的 mRNA発現 (n = 10~12)   
結果は平均 ± 標準誤差で示す。 
IL-6：interleukin-6（インターロイキン6）、IL-1β：interleukin-1β（インターロイキン1β）、
TNF-α：tumor necrosis factor-α（腫瘍壊死因子α） 
 
図17.  圧負荷誘発の心機能不全とその死亡に関する心臓Rho-kinaseの重要な役割 
 (A) 術後 4週の Controlマウスと DN-RhoKマウスの傍胸骨長軸からのMモード法に
よる代表画像 (B) 右心機能解析に用いた心尖部からの四腔像の代表画像 （野生型マ
ウス、a：右室拡張期内径、b ：右室収縮期内径）  (C) 術後 4週の Control マウスと
DN-RhoKマウスの各種心機能パラメーターの解析 (n =6~10)  (D) TACと PAC術後の
カプランマイヤー生存曲線分析 (TAC; Control-TAC: n=57、DN-RhoK-TAC: n=52、PAC; 
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Control-PAC: n=68、DN-RhoK-PAC: n=68) 結果は平均 ± 標準誤差で示す。 
 
図 18. 圧負荷誘発の心肥大・線維形成における Rho-kinaseの重要な役割 
(A) 術後 4週の Control マウスと DN-RhoKマウスのヘマトキシリン・エオジン染色に
よる心臓の代表的顕微鏡写真と左室と右室の心筋細胞断面積の解析（n=6~10、スケー
ルバー = 200 μm）(B) 術後 4週の Control マウスと DN-RhoKマウスのマッソン・ト
リクローム染色による心臓の代表的顕微鏡写真と間質線維形成領域の解析（n=6~10、
スケールバー = 200 μm）結果は平均 ± 標準誤差で示す。 
 
図19.  圧負荷誘発の血管周囲線維形成におけるRho-kinaseの役割 
 (A) 術後4週のControlマウスとDN-RhoKマウスのマッソン・トリクローム染色による
心臓全体像の代表的顕微鏡写真（スケールバー = 1 mm） (B) 術後4週のControlマウ
スとDN-RhoKマウスのマッソン・トリクローム染色による血管周囲の代表的顕微鏡写
真（スケールバー = 200 μm） 
結果は平均 ± 標準誤差で示す。 
 
図20.  心肥大・線維形成関連遺伝子のmRNA発現の解析 
術後4週のControlマウスとDN-RhoKマウスの心肥大関連標識と線維形成関連標識の
mRNA遺伝子発現 (n=4~6)  ※ANF（atrial natriuretic factor：心房性ナトリウム利尿
因子）、BNP（B-type natriuretic peptide：B-型ナトリウム排泄増加性のペプチド）、
Collagen-Ⅰ（1型コラーゲン）、Collagen-Ⅲ（3型コラーゲン）、CTGF（connective tissue 
growth factor：結合組織増殖因子） 
結果は平均 ± 標準誤差で示す。 
 
図21.  圧負荷心室における心臓Rho-kinase活性の上昇 
(A、B) TAC後4週の左室とPAC後4週の右室における心臓Rho-kinase活性に関するウエ
Page 43 
スタンブロット法の代表写真と解析 (n = 8)  
結果は平均 ± 標準誤差で示す。 
 
図 22.  圧負荷による核内 ERK1/2 と GATA4の活性化における Rho-kinase の役割 
(A, B) TAC後 4週の左室と PAC後 4週の右室における p-ERK1/2の代表的免疫染色写
真 (スケールバー = 100 μm) (C, D) TAC後 4週の左室と PAC後 4週の右室からの抽出
核分画における p-ERK1/2、total ERK1/2 (t-ERK1/2)、 p-GATA4 (リン酸化 GATA4)、total 
GATA4 (t-GATA4)のそれぞれのウエスタンブロット法の代表写真と解析 (n = 5)  ※
p-ERK1/2(phosphorylated-extracellular signal-regulated kinase1/2：リン酸化 ERK1/2) 
結果は平均 ± 標準誤差で示す。 
 
図23.  慢性圧負荷誘発Rho-kinaseによる酸化ストレスとオートファジーの関連 
(A, B) TAC後4週の左室とPAC後4週の右室におけるDHE染色の代表写真 (スケールバ
ー = 100 μm) と相対的蛍光強度の解析 (n = 6)  (C, D)  TAC後4週の左室とPAC後4
週の右室におけるオートファジー関連標識（LC3Aとp62/SQSTM1）に関するウエスタ
ンブロット法の代表写真と解析 (n = 6)  
結果は平均 ± 標準誤差で示す。 
 
図 24.  圧負荷誘発左心不全、右心不全の進展に関する本研究の概要 
(A) 左室圧負荷は ROCK1 と ROCK2 の発現を緩徐に誘導し心臓 Rho-kinase 活性化を
もたらすのに対し、右室圧負荷は ROCK2の発現を急性に誘導して心臓 Rho-kinase活
性化をもたらす。(B) 圧負荷は心臓 Rho-kinaseと酸化ストレスを誘発する。そこには
炎症細胞遊走が伴う。心臓 Rho-kinase は核内の ERK1/2 と GATA4 を活性化させる。
最終的に Rho-kinase は TAC と PAC のそれぞれで心不全を進展させる。 
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パラメーター 左心室 右心室 
拡張末期容積, mL/m2 65 ± 12 (44-90) 75 ± 13  (49-100) 
重量, g/m2 87 ± 12 (64-110) 26 ± 5 (17-34) 
壁厚, mm 7-11  2-5 
心室圧, mmHg 130/8［(90-140)/(5-12)］ 25/4［(15-30)/(1-7)］ 
心室エラスタンス, mmHg/mL 5.48 ± 1.23 1.30 ± 0.84 
肺血管抵抗/体血管抵抗（dyne.s.cm2) 1100 (700-1600) 70 (20-130) 
圧負荷への適応 強い 弱い 
容量への適応 弱い 強い 
Walker LA, et al. Curr Cardiol Rev. 2009;5:22-28.  
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Suzuki YJ, et al. Cell Signal. 2011;23:1094-1099.  
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Nishida K, et al. Cell Death Differ. 2009;16:31-38. 
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右室内径短縮率 =([a-b]/a)×100 
※ RVFS：右室内径短縮率 
※ RVIDd（a）：右室拡張期内径 
※ RVIDs（b）：右室収縮期内径 
図11 
Sato T, et al. Am Soc Echocardiogr. 2012;25:280-286. 
心臓超音波検査による右心機能計測方法 
（心尖部からの四腔像) 
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Control  
(n = 6) 
DN-RhoK  
(n = 6) 
P-value 
体重, g  24.6 ± 0.20  24.5 ± 0.20 N.S. 
脛骨長, mm 17.1 ± 0.07  17.0 ± 0.11 N.S. 
心重量/体重 , mg/g 5.06 ± 0.07 5.10 ± 0.08 N.S. 
右室重量/体重, mg/g 1.05 ± 0.03 1.06 ± 0.03 N.S. 
（左室+中隔） 重量/体重, mg/g 3.59 ± 0.10 3.52 ± 0.05 N.S. 
右室/左室+中隔 比 , mg/mg 0.29 ± 0.01 0.30 ± 0.01 N.S. 
収縮期血圧, mmHg 104.4 ± 3.4 104.2 ± 3.3 N.S. 
表1  マウスの基礎データ 
結果は平均±標準誤差で示す。 
表1 
表2  術4週後の血行力学データ 
表2 
パラメータ 
Sham TAC PAC 
Control 
(n = 6) 
DN-RhoK 
(n = 6) 
Control 
(n = 6) 
DN-RhoK 
(n = 6) 
Control 
(n = 6) 
DN-RhoK 
(n = 6) 
心拍数, bpm 499 ± 22 481 ± 37 490 ± 12 507 ± 21 502 ± 33 508 ± 19 
左室収縮末期圧, mmHg 100.5 ± 1.3 100.8 ± 2.8 183.5 ± 4.3 185.5 ± 3.5 103.1 ± 1.3 105.2 ± 2.3 
左室拡張末期圧, mmHg 2.1 ± 0.6 2.5 ± 0.6 11.3 ± 2.1 7.2 ± 1.1 12.2 ± 0.5 6.5 ± 0.5 
左室 dP/dt max, mmHg/sec 11030 ± 472 11592 ± 670 9913 ± 420 11186 ± 433 10406 ± 269 10075 ± 292 
左室 - dP/dt min, mmHg/sec 8370 ± 536 8270 ± 562 8652 ± 627 8714 ± 588 7836 ± 307 7636 ± 498 
右室収縮末期圧, mmHg 23.0 ± 1.3 23.0 ± 2.0 36.7 ± 1.8 32.0 ± 1.4 73.4 ± 3.0 72.8 ± 3.3 
右室拡張末期圧, mmHg 1.86 ± 0.4 1.92 ± 0.3 3.63 ± 0.7 2.22 ± 0.5 4.1 ± 0.8 2.4 ± 0.6 
右室dP/dt max, mmHg/sec 2221 ± 205 2360 ± 365 3205 ± 173 3031 ± 258 4386 ± 224 5414 ± 570 
右室- dP/dt min, mmHg/sec 1827 ± 173 1834 ± 195 2327 ± 225 2105 ± 235 3556 ± 186 4733 ± 656 
†† 
†† ‡ ** 
‡ 
** 
* 
結果は平均±標準誤差で示す。 
※ 左室 dP/dt max：左室圧一次微分最大値、左室dP/dt min：左室圧一次微分最小値、右室 dP/dt max：右室圧一次微分最大値、
右室dP/dt min：右室圧一次微分最小値 
*P < 0.05, **P < 0.01 vs. Control-sham; †P < 0.05, ††P < 0.01 vs. DN-RhoK-sham; ‡P < 0.05 vs. Control-TAC; §P < 0.05, §§P < 
0.01 vs. Control-PAC 
†† ‡ ** 
† 
* 
* 
* 
†† §§ ** 
†† ** 
§ 
* 
†† §§ ** 
†† ** 
表3  術4週後のマウスの組織重量 
結果は平均±標準誤差で示す。  
*P < 0.01 vs. Control-sham; †P < 0.01 vs. DN-RhoK-sham; ‡P < 0.05, ‡‡P < 0.01 vs. Control-TAC; §P < 0.05, §§P < 0.01 vs. 
Control-PAC 
表3 
パラメータ 
Sham TAC PAC 
Control 
(n = 8) 
DN-RhoK 
(n = 8) 
Control 
(n = 8) 
DN-RhoK 
(n = 8) 
Control 
(n = 8) 
DN-RhoK 
(n = 8) 
体重, g  26.0 ± 0.30 25.7 ± 0.24 25.5 ± 0.30 25.4 ± 0.20 24.7 ± 0.30 24.9 ± 0.40 
心重量/体重, mg/g 4.89 ± 0.05 4.90 ± 0.05 7.37 ± 0.06 7.10 ± 0.09 5.73 ± 0.09 5.69 ± 0.09 
（左室+中隔） 重量/体重, mg/g 3.49 ± 0.05 3.53 ± 0.07 5.67 ± 0.06 5.27 ± 0.07 3.18 ± 0.04 3.34 ± 0.06 
右室重量/体重, mg/g 1.04 ± 0.02 1.07 ± 0.02 1.18 ± 0.03 1.10 ± 0.04 1.75 ± 0.03 1.56 ± 0.02 
右室/左室+中隔 比, mg/mg 0.30 ± 0.01 0.31 ± 0.01 0.21 ± 0.02 0.21 ± 0.02 0.55 ± 0.01 0.47 ± 0.01 
肺重量/体重, mg/g 7.13 ± 0.26 7.08 ± 0.27 10.2 ± 0.27 8.23 ± 0.40 7.30 ± 0.22 7.33 ± 0.19 
肝臓重量/体重, mg/g 40.0 ± 1.34 39.6 ± 1.08 41.4 ± 1.24 40.9 ± 1.13 48.8 ± 1.85 44.2 ± 1.66 
† §§ 
† §§ 
§ 
† 
* 
* 
* 
* 
† ‡ 
* 
† § 
* 
* 
* 
* 
* 
† 
‡ 
† ‡‡ 
† ‡ 
表4  術4週後の血清肝酵素データ 
表4 
パラメータ 
Sham TAC PAC 
Control 
(n = 8) 
DN-RhoK 
(n = 8) 
Control 
(n = 8) 
DN-RhoK 
(n = 8) 
Control 
(n = 8) 
DN-RhoK 
(n = 8) 
T-bil, mg/dl  0.51 ± 0.03 0.50 ± 0.03 0.55 ± 0.04 0.57 ± 0.07 0.91 ± 0.12 0.64 ± 0.03 
ALB, g/dl  2.26 ± 0.06 2.31 ± 0.04 2.44 ± 0.03 2.45 ± 0.09 2.69 ± 0.07 2.58 ± 0.07 
AST, U/ml 43.4 ± 1.29 45.3 ± 2.05 40.0 ± 2.42 45.5 ± 1.86 90.1 ± 12.9 46.9 ± 4.15 
ALT, U/ml 26.3 ± 1.24 26.1 ± 1.24 25.3 ± 0.62 26.9 ± 0.81 55.3 ± 2.89 48.9 ± 2.92 
† 
§ 
* 
* 
結果は平均±標準誤差で示す。  
*P < 0.01 vs. Control-sham ; †P < 0.01 vs. DN-RhoK-sham; §P < 0.05, §§P < 0.01 vs. Control-PAC 
* 
† 
§§ 
* 
